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【背景】 地球上に存在する微生物の総数は 1030個オーダーと推定されている(1)。一方，海水を寒天培地で培養すると
生えてくる微生物は全菌数の 0.1 %にも満たないとも報告されており(2)，純粋培養されている微生物は天然に存在する
微生物のうちのごく一部にすぎないと考えられている。つまり，自然界の微生物の大多数が実験室的に培養することが
困難であるか，ほとんど不可能であるとさえいえる。これには，ビタミンやシデロフォアのような他の微生物由来の物
質が成長因子として必要となる場合(3)，高温や高圧などの極限環境で生息する微生物についてはそうした環境を実験
室で再現することが容易でないなど，さまざまな理由が考えられる。一方，実験室的な培養技術は，典型的には，大腸
菌や酵母のように，栄養物が豊富な培地で非常に速い速度で増殖する微生物の取り扱いのためには確立されてはいるが，
自然界の微生物の多くはこれらとは生理学的な性質は大きくことなっており，培養にはさまざまな工夫が必要である。
これを可能とする手法として，選択培地と集積培養という技術が古くからあり，今日まで発展している。しかし，たと
えば，好気的なアンモニア酸化細菌の多くが寒天平板上では生育しないなど( 諏訪、私信)，生物の培養には説明でき
ない困難も数多く残されている。このことは，これまで確立された実験室での微生物培養技術を改良するだけでは，自
然界に多数存在する，いわゆる，‘難培養性微生物’の培養には至らないと考えられる。 
培養技術の開発と同じく重要なのが，微生物，特に viable な微生物の検出方法の開発であろう。古典的には，平板
上でのコロニー計数，液体培養での濁度や顕微鏡観察での細胞数の増加によって，微生物の増殖は検出・計測されてき
た。また，1980 年代には，direct viable count という顕微鏡観察で viable な微生物を選択的に計数する方法が開発さ
れ，今日では広く用いられている(4)。Ishida らは(1979)，放射性同位体である 14C で標識したグルコースをごく低濃
度で滅菌した湖水に加え，これを資化する微生物が呼吸により排出する 14CO2の検出と MPN 法とを組み合わせ，低栄
養細菌を計数，分離することを試みた(5)。しかし，近年では，こうした viable な微生物の検出方法の開発は，培養方
法自体の改良に比べると，それほど活発とはいえない。 
 
【目的】 本研究では，環境微生物の多くは低栄養細菌であるという考え方に立ち，ある環境での微生物を，それら
が棲息する環境から採取した環境水を培地として用いて培養し，微生物を計数・分離することを試みる。この「培地」
は最も非選択的な培地であると考えられ，よって、人工的な培地を使用したときに比べ，より多種類の微生物を培養で
きる可能性がある，というのが本研究のアイディアである。しかし，例えば河川水のような環境水に含まれる栄養物は
希薄であるため，微生物の生存や増殖に伴う活性自体は極めて低い。そのため，このアプローチでの obstacle は，微
生物を培養することよりも，viable な微生物をいかに感度良く検出するかにある。ここでは，コロニーの検出や、濁
度など、従来，微生物の検出に用いられてきた手法の適用は困難である。 
本研究では当研究室で開発した気体を鋭敏に検出する GC/MS 法を，低栄養条件下に棲息する微生物の検出に適用す
ることを試み，その手法を提案する。微生物の代謝で生産される気体，特に CO2および N2を活性検出の対象とする。
一般に，液体や溶液中の物質の分析に比べると気体を分析対象とする GC/MS の感度と精度は高く，さらに，安定同位
体トレーサーを組み合わせることにより，検出対象とする代謝を特定でき，感度を向上させることも可能となる。本研
究では，脱窒菌および好気性従属栄養細菌を，それぞれ 15N-N2および 13C-CO2として検出する方法を確立し，その方
法を MPN 計数と，さらには新規な微生物の純粋分離に用いることを目指す。 
 
【高感度な検出を可能とする分析系の確立】 
・安定同位体トレーサーの添加量の決定 
微弱な活性を測定するため、15NO3 を用いた安定同位体トレーサー法を行う。ただし、環境水中には脱窒菌の電
子受容体である（非標識の）NO3 が含まれるため、アッセイ系中の NO3 の 15N 標識率が低下する。この点を考慮
し，試料中の脱窒活性を最大感度で検出できるトレーサーの最小添加量を決定した。 
・発生した N2O の液相への溶解を考慮した液相：気相の比の最適化 
脱窒で発生する気体のうち GC/MS によって測定される主な気体種に N2、および N2O がある。特に N2O ガスは
水によく溶解する。発生したガスがすべて溶解した場合，GS/MS 分析のための N2O をヘッドスペース（HS）から
回収できない。これを避けるため，HS 中 N2O 濃度と N2O の溶解度から、最も効率よく N2O を HS から回収でき
る，バイアルの液相と気相の比を算出した。 
・GC/MS 法による微生物の検出での陽性と陰性とを分ける閾値 
上記に基づく培養実験を試行した結果に基づき，微生物の検出での陽性と陰性とをわける閾値を設定する以下の２つ
の条件を案出し，いずれをも満たした培養を「陽性」と判定することにした。１．N2O ガスの定量結果が定量下限
( 11ppm )を上回ること。２．安定同位体比が自然同位体比より優位に高いこと。 
【分析系の実証と微生物計数への利用】 
実験１：本研究で確立した分析系の実証 
 環境水を培地とした培養中の微生物を，本研究で確立した方法で検出できることを実証するため，次のように脱窒細
菌を MPN 計数した。中央大学多摩キャンパス内の小川で採取した水を濾過滅菌し、これに 0.27 mM 15N-NO3を添加
して培地とし，滅菌した試料水で 5 段階の系列希釈した同地点の堆積物を接種した。HS を高純度 He ガスで置換した
後、無酸素条件で、20℃暗所で培養した。7～10 日に一回 HS ガスを分析した。培養３週間後に 10-6希釈の試料懸濁
液を接種した培養管のすべてで脱窒活性が認められ、環境水を培地とした場合でも，本研究で確立した方法で脱窒菌を
MPN 計数できることが示された。 
 
実験２：本研究で確立した方法の優位性の検討 
 Hashimoto らは DNB 培地を用いることで土壌中の脱窒細菌を MPN 計数し，栄養豊富な培地よりも高い計数値を
得，さらに低栄養性脱窒菌を分離した(6, 7)。当研究室で保有する anammox 集積培養中の Biomass の脱窒細菌を
Hashimoto らの方法と，本研究で確立した環境水を培地とする計数法とで MPN 計数し，比較した。その結果、後者
での計数値が従来法の計数値を 14 倍上回り，この方法の優位性が示された。 
 
実験３：濁度が検出できない培養での微生物の増殖の検出 
DNB 培地は濁度が目視できるほどの微生物の増殖を許すのに十分な栄養物を含む。実際、実験２では濁度が検出さ
れた培養があった。濁度に基づく MPN 計数値と，本研究で確立した GC/MSでのN2O検出に基づく計数法による MPN
計数値を比較した。その結果，用いた培地は同じであるにも関わらず，後者は前者の 1333 倍であった。つまり，気体
を検出する方法では，従来の濁度を目視する方法に比べて，はるかに多数の微生物が検出されうる。このことは，本研
究で開発した方法が，微生物の計数と分離に大きな可能性を持つことを示唆する。 
 
実験４：検出された活性と微生物の増殖能力 
本研究で開発した方法では，もっぱら微生物の代謝活性だけを検出しており，それが微生物の増殖の結果なのか，増
殖を伴わず呼吸しているだけなのかは判定しておらず，両方の可能性がある。MPN 計数が目的であれば，いずれの結
果でも構わないが，MPN 管から微生物を分離しようとする場合，培養管内の微生物が増殖しているかどうかを知る必
要がある。これを検証する実験系を作り，実際に，増殖能の有無を判定する実験を行った。MPN 計数で陽性判定の培
養管うち，高い希釈率の試料懸濁液を接種した培養を６本選び，これを 4 倍希釈となるように新鮮培地に接種して継
代培養し，この操作を，24 時間毎に，合計で 3 回繰り返した。各継代培養について，移植の直前と直後に HS 中の 30N2
を定量した。その結果，継代培養後の 30N2 濃度が，増殖しない場合に予想される濃度より顕著に高く，それが継代を
繰り返しても再現した。このことは、高い希釈段階でも，微生物の増殖が起きていることを示し，本研究で開発した計
数から，新規な微生物の分離を展望できる可能性が考えられた。現在，微生物の純粋分離を行っている。 
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